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要旨 
高速で運動し、また葉緑体由来の強い自家蛍光を持つクラミドモナスにおい
て、鞭毛内に導入した蛍光標識タンパク質の挙動をリアルタイムで高精度に観
察するためには、なんらかの工夫が必要である。 
一般にリアルタイム観察には 2 通りの方法が考えられる。シャッタースピー
ドが高いビデオカメラを用いて動いている観察対象を動いたままに観察する方
法と、動いている観察対象を生きたまま、何らかの方法で固定して（運動を止
めて）観察する方法の 2つである。両者ともメリットとデメリットがある。 
前者のメリットは、最も自然な形で観察ができることや、運動自体（鞭毛の
波形等）の観察ができることであるが、デメリットとして、シャッタースピー
ドを速くして撮影すると、必然的に露光時間が短くなり像が暗くなることがあ
る。とくに蛍光サンプルを観察する際には、明るい像を得るために励起光強度
を上げると蛍光破壊や退色が起き、結果的に蛍光強度が減衰する。 
後者のメリットは、比較的シャッタースピードの遅いカメラで観察ができ、
励起光強度を弱くできることである。これにより、前述の蛍光強度の減衰や消
失を最小限に抑えることができる。また、観察対象をカバーグラス近傍に固定
できれば、全反射蛍光顕微鏡での観察も容易である。デメリットとしては、固
定方法によっては光学系に悪影響を及ぼし、不要な背景光の発生や、観察する
蛍光の減衰が起きること、あるいは観察対象が好ましくない挙動（クラミドモ
ナスの場合には、鞭毛が抜けるなど）を示す可能性があること、などがある。 
今回、私は後者の方法を用い、GFP 標識された鞭毛のタンパク質を全反射蛍
光顕微鏡でリアルタイム観察する条件の確立を目ざして研究を行った。 
クラミドモナスの細胞体と鞭毛を固定するために、寒天の薄層をカバーグラ
スに塗布したもの（薄層寒天カバーグラス）で、クラミドモナスを挟み込む方
法を用いた。しかし、この方法では観察対象とレンズの間に寒天が入ってしま
うことによる光学系への悪影響が予想された。また、クラミドモナスの葉緑体
から発せられる強い自家蛍光も問題であった。自家蛍光のほうが GFP標識した
タンパク質の蛍光より圧倒的に強く、通常の落射蛍光顕微鏡では観察が難しい
と予想されたのである。 
これらの問題への対処には全反射蛍光顕微鏡の利用が有効である。全反射蛍
光顕微鏡では、励起光と蛍光の両者ともカバーグラスの近傍の空間だけを通過
するため、寒天培地の薄層による光学系への悪影響を最小化できる。また、鞭
毛だけでカバーグラスに張り付いた細胞を探し出せば、細胞体に由来する自家
蛍光の影響を最小化できると考えられる。 
そこで、この系を用いて、鞭毛軸糸構成タンパク質の１つである PF16と、IFT
（鞭毛内輸送）タンパク質 IFT27 のそれぞれを GFP 標識した鞭毛のリアルタ
イム観察を行った。薄層寒天カバーグラスを用いることに加えていくつかの観
察条件の最適化を行った結果、GFP標識したPF16の高精度観察が達成できた。
また、GFP標識した IFT27が鞭毛内を高速で往復運動する様子もとらえること
ができた。 
 
